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緒　　　言
　センチネルリンパ節生検（sentinel lymph node biopsy：
SNB）は，早期乳癌に対する腋窩リンパ節転移診断として
現在では一般的な手技であり1)，ヘマトキシリン＆エオジ
ン（hematoxylin and eosin：HE）染色で病理診断している
施設がほとんどであるが，９～45％には偽陰性がみられる
と報告されている2)．また，迅速凍結病理診断を行う病理
医には術中に早急な診断が求められ，さらに診断結果が直
接患者の術式決定に影響するため心理的負担も大きい．
　One-step nucleic acid amplification（OSNA法：シスメ
ックス社）は，転移リンパ節に発現量が高い cytokeratin 19
（CK19）を標的遺伝子とし，可溶化から遺伝子増幅まで一
行程で行い，転移の有無を診断できる方法である．これま
でにその妥当性についての検証が報告されており3)，本邦
でも2008年には保険適応となった．しかし，SLNすべてを
OSNA法で検査するか，半割してOSNA法と迅速病理検
査で検査するかなど，詳細な方法については明確になって
おらず，まだ検討すべき点も残されている．
　われわれは，これまでの病理診断からリンパ節１個全て
を検索できるOSNA法へ変更することによって，病理診断
における転移部位偏在やmicrometastases による偽陰性を
早期乳癌におけるOne-step Nucleic Acid Amplification(OSNA)法 
によるセンチネルリンパ節転移診断の検討
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　Introduction: The one-step nucleic acid amplification (OSNA) assay is a new method to detect sentinel lymph node 
(SLN) metastases using cytokeratin 19 (CK19) mRNA in early breast cancer. Here we retrospectively analyzed the 
advantages and disadvantages of the OSNA assay.
　Methods: In a trial period, SLNs were divided into two sections, and we examined one side using the OSNA assay. 
The other side was examined by pathologists. After this period, we examined whole SLNs using only the OSNA 
assay. The patients with positive nodes by OSNA assay and/or pathology required axillary dissection.
　Results: We examined 27 primary breast cancer patients (36 SLNs) during the trial period. The overall concordance 
rate between the OSNA assay and pathology results was 91%. In the later period, 157 patients (217 SLNs) were 
examined. The CK19-positive rate obtained by the OSNA assay was 16.5% (macrometastases OSNA （＋＋）：7.2%，
micrometastases OSNA （＋）：9.2%). The non-SLN positive rate among the CK19-positivecases was 23%. The OSNA 
assay’s false negative was one case in which the expression of CK-19 on the primary tumor and lymph node was not 
detected.
　Conclusions: Our OSNA assay results were comparable to those obtained using a conventional pathological 
technique. Pathologists and laboratory technicians could save time and effort by using the OSNA assay when seeking 
the precise diagnosis during surgery.
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減少させることができる可能性があり，また，臨床検査技
師や病理医の労力を軽減できることを期待して導入した．
われわれは，OSNA法の精度と利便性を検証するために３
ヵ月間の試験運用を経て2011年に導入し，試験運用および
導入後の結果と現行法の結果を比較検討し，さらに検査技
師や病理医にかかる労力や費やす時間の変化について報告
する．
方　　　法
１. 対　　象
　cStage０-Ⅱ，cN0の乳癌患者（UICC TNM分類 第７版
より）で，2009年11月～2010年２月まで試験運用期間の27
例，2011年４月～2012月７月まで導入後の157症例を対象と
した．
２. SNBの方法
　SLNの同定は，インジゴカルミンによる色素法および
99mTc フチン酸によるRI 法の two mapping で施行した．
腫瘍径が大きく SLN転移が否定できない症例や，視触診で
SLN転移が否定できない症例に対しては，青染や集積は認
めないが腫大した周囲のリンパ節をサンプリングとして摘
出し，永久病理検査を行った．
３. OSNA法
　摘出した SLNは可溶化試薬（リノアーグ：シスメックス
社製）で可溶化，室温で遠心分離（10,000ℊ）され，その
上清２µl を専用の遺伝子増幅検出装置（RD-100i：シスメ
ックス社製）に入れ，reverse-transcription loop-mediated 
isothermal amplification（RT-LAMP）法で標的遺伝子の
mRNAを増幅させる．標的遺伝子は転移リンパ節に発現量
が高いCK19を用い，カットオフ値はCK19コピー数によ 
り2.5×102copies/µl 以下をOSNA（－），2.5～5.0×102copies 
/µl を OSNA（＋），5.0×102copies/µl 以上をOSNA（＋＋）
とした．UICC TNM分類 第７版に準拠し，OSNA（＋）
をmicrometastases，OSNA（＋＋）をmacro metastases と
した．
４. SLN 転移診断
　試験運用期間では，摘出した SLNを半割し，一方を
OSNA法，他方を従来の術中迅速凍結病理（HE染色）で
検査した（図１）．迅速病理検査またはOSNA法で転移陽
性をリンパ節転移と判断し，腋窩郭清を追加した（Level
Ⅰ or Ⅱ）．導入後は，摘出した SLNすべてをOSNA法で
検査した．摘出された非センチネルリンパ節（non sentinel 
lymph node：non-SLN）は永久病理標本にし，最大割面１
切片を用いてHE染色で転移の有無を検索した．OSNA陰
性かつサンプリングリンパ節で転移陽性となった症例（偽
陰性）については原発巣と転移リンパ節のCK19発現を免
疫染色にて検討した．
５. OSNA法の結果報告方法
　当院では結果報告によるミスを防ぐために，外科主治医
が直接 SLNの結果を確認している．OSNA法検査がすべ
て終了すると，検査担当者はOSNAの判定結果を電子入力
する．そして外科主治医へ電話で測定終了が報告され，外
科主治医は手術室内にある電子カルテのモニターに表示さ
れた判定結果を直接確認した．
　対象患者には，匿名で診療情報が研究及び教育に使用さ
れることに関して，院内掲示とパンフレットの配布を行う
ことで包括的同意を得ている．
試験運用期間 本格導入後
SNL摘出
２分割
OSNA法 迅速病理診断
（最大割面のみ）
１個全て
OSNA法
図１　試験運用期間，本格導入後のセンチネルリンパ節診断方法
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結　　　果
　試験運用期間では平均年齢59歳，平均腫瘍径±SD は
15.0±12.52㎜であった（表１）．OSNA陽性は５リンパ節
で陽性率13.8％，OSNA（＋）４例，OSNA（+＋）１例で
あった．迅速凍結病理診断で転移陽性は２リンパ節で陽性
率は５％であった．OSNA陽性かつ迅速凍結病理検査で陰
性であった３リンパ節はいずれもOSNA（＋）であった．
迅速病理診断陽性かつOSNA法陰性の症例は無く，全体一
致率は91.6％であった（表２）．この期間，検査技師はトレ
ーニングを受けることでOSNA法の検査手技を修得した
が，新たな仕事量の負担はみられなかった．また，凍結病
理診断では検査技師と病理医少なくとも２名の人員が必要
であったが，OSNA法では検査技師１名で十分対応可能で
あった．導入後157症例，217リンパ節の平均年齢は54.9歳，
平均腫瘍径±SD は17.0±13.0㎜，OSNA陽性は30症例36
リンパ節でOSNA陽性率は16.5％，そのうちOSNA（＋＋）
は13症例16リンパ節（陽性率7.3%），OSNA（＋）は17症
例20リンパ節（陽性率9.2%）であった（表１）．
　OSNA陽性30症例のうち郭清した non-SLN転移陽性は
７例（23％：７/30）で，OSNA（＋＋）では４例（30.7％：
４/13），OSNA（＋）３例（17.7％：３/17）であった（表
３）．さらに，non-SLNの転移個数について検討し，OSNA
（＋＋）とOSNA（＋）で non-SLN転移陽性１～３個はい
ずれも２例，４個以上は２例と１例であった（表４）．
　OSNA陰性でサンプリングリンパ節に転移を認めた症
例（偽陰性）は１例あり，乳癌原発巣とリンパ節について
CK-19の免疫染色を行ったが，いずれもCK-19の発現を認
めなかった（図２）．このCK-19無発現症例は，２個の SLNs
を OSNA法で検査し結果は陰性であったが，肉眼的に転移
　　 OSNA法によるセンチネルリンパ節診断の検討：溝尾妙子，他８名 　
表１　患者背景とOSNA法結果
試験運用期間 本格導入後
n(%)/mean±SD n(%)/mean±SD
症例数 27 157
リンパ節 36 217
平均年齢（歳） 59.07±10.78 54.9±13.7
平均腫瘍径（㎜） 15.0±12.52 17.2±13.0
組織型
　　　非浸潤癌 7 (26) 21 (13)
　　　浸潤性乳管癌 17 (63) 126 (80)
　　　特殊型 3 (11) 10 (7)
ly＊
　　　 (－) 20 (77) 86 (56)
　　　 (＋) 6 (23) 68 (44)
核グレード†
　　　　１ 14 (78) 60 (47)
　　　　２ 2 (11) 27 (21)
　　　　３ 2 (11) 41 (32)
ER
　　　　陰性 3 (11) 31 (20)
　　　　陽性 24 (89) 126 (80)
HER2‡
　　　　陰性 19 (90) 119 (88)
　　　　陽性 2 (10) 17 (12)
OSNA陽性リンパ節 5 (13.8)§ 36 (16.5)§
　　OSNA（＋＋） 1 (2.7)§ 16 (7.3)§
　　OSNA（＋） 4 (11.0)§ 20 (9.2)§
OSNA偽陰性 0 (0) 1 (0.6)
＊術前化学療法 cCR症例は除く
†術前化学療法施行症例，非浸潤癌症例は除く
‡非浸潤癌症例は除く
§(　)内はOSNA陽性率
表２　試験運用期間の迅速病理診断とOSNA法の比較
OSNA法判定
迅速凍結病理検査
合計
陰性 陽性
( － ) 31 0 31
( ＋ ) 3 1 4
( ＋＋ ) 0 1 1
合計 34 2 36
OSNA判定：（－）陰性，（＋）micrometastases，
　　　　　 （＋＋）macrometastases
OSNA陽性率：13.8％　迅速凍結病理陽性率：５％
全体一致率：91.6％
表３　OSNA陽性例の非センチネルリンパ節転移頻度
OSNA法 症例数 non-SLN＊転移症例（%)
陽性全例 30 7 (23%)
（＋＋） 13 4 (30.7％)
（＋） 17 3 (17.7％)
＊non-sentinel lymph node
OSNA法判定：（＋）micrometastases，
　　　　　　 （＋＋）macrometastases
表４　非センチネルリンパ節転移の個数と pNstage
OSNA判定
non-SLN転移個数に対する症例数（pStage）
0 １～３ ４～
（＋＋） 9 (N1a) 2 (N1a) 2 (N2)
（＋） 14 (N1mi) 2 (N1a) 1 (N2)
計 10 4 3
N1mi 14例（46.6％)，N1a 12例（40.0％)，N2 4例（13.4％)
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が疑われたため術中に腋窩郭清を追加した．最終永久病理
では10個のリンパ節転移を認め，病理学的特徴は，硬癌，
腫瘍径16㎜，ly2，ｖ0　ER50％以上，PgR50%以上，HER2
陰性，核Grade１Ki67 5.1であった．
　所要時間については，リンパ節摘出後から結果報告まで
の平均±SD は38.9±1.12分で，摘出リンパ節１個では
34.9±1.18分，２個では46.4±1.88分，３～４個では55.0
±０分であった．
考　　　察
　センチネルリンパ節の迅速病理診断は，感度57～74％，
特異度99～100％，精度83～90％で4)，OSNA法の感度は
75.0～98.1％，特異度91.7～98.4％，精度91.8～96.3%で
あり5)，OSNA法の感度は従来の迅速病理診断より高いと
されている．Osakoら6)は，OSNA法では特にmicrometastases
の検出に有効と報告している（迅速病理診断で4.5％，vs 
OSNA法8.7％）．われわれの試験運用期間での検討でも，
迅速凍結病理検査で転移陰性であってもOSNA法で転移
陽性の３リンパ節は全てOSNA（＋）であり，micrometastases
の検出に有効であったことが示唆された．
　SLN転移陽性例で non-SLN転移陽性率は，従来の迅速
病理診断では30～50％で 7,8)，micrometastses の場合は
non-SLN転移陽性率13.8～27.0％と報告されている 9)．
OSNA法では，OSNA（＋＋）の non-SLN転移陽性率34～
54％，OSNA（＋）の non-SLN転移陽性率10～22％と報告
されており，われわれの検討でもOSNA（＋＋）で non-SLN
転移陽性率30.7％，OSNA（＋）では17.7％であり，これ
までの報告と同様の結果であった．SLN micrometastases
であった症例の non-SLN転移陽性の個数については，
Cortesi ら10)が，non-SLN転移０個は80.3%，２個11.3%，
３個4.9%，４個以上1.4%であり，４個以上の症例もみら
れると報告しているが，われわれの検討でもOSNA（＋）
で non-SLN転移４個以上の症例が１例（５％）含まれてい
た．OSNA法による non-SLN転移陽性率，転移個数は，従
来の迅速病理診断とほぼ同等と考えられた．
　SLN転移陽性症例に対する腋窩郭清の意義については
議論されており，ACOSOG Z0011試験11)，IBCSG 23-01試
験12)の報告では，SNL 転移陽性症例の腋窩郭清群と非郭清
群の間で，局所再発率，無病生存期間（disease free survival： 
DFS），全生存期間（overall survival：OS）に差が無かっ
たと報告され，SLN転移陽性症例の腋窩郭清の省略につい
て考慮される流れである．これまで報告されている，SLN
ａ
ｂ
ｃ
ｄ
図２　CK-19無発現乳癌の病理所見
ａ，ｂ：CK-19無発現乳癌（ａ：原発巣，ｂ：転移リンパ節）（CK-19免疫染色×100）．ｃ，ｄ：CK-19
陽性例（ｃ：原発巣，ｄ：転移リンパ節）（CK-19免疫染色×100）．
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転移陽性例の腋窩郭清有無で予後を比較した検討は，迅速
病理検査（HE染色）によるデータである．迅速病理検査
とOSNA法の診断における同等性は確認されているが，迅
速病理検査で SLN転移陽性例の予後とOSNA法転移陽性
症例の予後が同等かについてはまだ検証されていない．今
後はOSNA法で転移陽性と診断された症例に対する局所
再発，DFS，OS についての検討も必要と考えられる．ま
たOSNA法は定量的にコピー数を測定することができ，そ
のコピー数と予後との関連を検討することも有用と考える．
　迅速病理診断の偽陰性率は前述の通り９～45％で，これ
は転移部位偏在やmicrometastases が原因と考えられてい
る2)．一方OSNA法の偽陰性率は０～21％とされている
が13)，これらの研究では複数に分割した同一 SLNについ
て，いくつかの切片を病理検査で，残りの切片をOSNA法
で診断するため，転移部位が病理検査側に偏るために偽陰
性が生じることがほとんどである．したがって，１個すべ
てOSNA法で検査すれば偽陰性はさらに軽減できると考
えられる．
　しかし，CK-19が無発現のためにOSNA法で偽陰性とな
る可能性もあり，当院でも１例経験した．Tamaki ら3)は，
100転移リンパ節中２例に，snook ら14)は78転移リンパ節中
１例に，vilardell ら15)は97転移リンパ節中１例に認めたと
報告している．これらの結果より，約１～２%ではCK-19
無発現によりOSNA法で偽陰性となる可能性がある．今回
われわれが経験した症例は，術中ではOSNA法で陰性であ
ったが肉眼的に転移疑われたため腋窩郭清を追加し，結果
的に non-SLNに10個の転移を認めた．肉眼的に SLN転移
を確認できる症例は術中に対応可能だが，潜在的に偽陰性
と判断されている症例も存在する可能性も推測される．
　このように，CK-19無発現乳癌によるOSNA偽陰性は，
症例数は少ないが臨床上問題である．術前にCK-19発現の
有無を確認できれば偽陰性を回避できるが，腫瘍内で
CK-19発現は一部に限局する症例もあり，針生検では検出
できない可能性もある16)．また，CK-19タンパク発現を認
めないがmRNAの増幅のみ認め，OSNA法では陽性とな
る症例もある17,18)．これらの現状を踏まえて，今後の課題
として，乳癌組織のCK-19の発現状況とOSNA法の判定
結果を検討していく必要があり，乳癌組織でCK-19発現陰
性であればOSNA法と従来の迅速病理診断を併用すると
いった方法も考えられる．
　遺伝子増幅検出装置（RD-100i）でCK-19増幅にかかる
時間は16分とされている．OSNA法は４個までは一度に検
査することが可能であるが，ホモジナイズは１個ずつしか
行えず，個数が多い場合は時間がかかるようである．今回
の検討では，OSNA法の報告までの所要時間は迅速病理診
断と比較して差は見られなかったが，検査技師が関わるの
は専用検出器に入れるまでの操作であり，人的労力を要す
る時間は短縮できると考える．検査手技も比較的容易で検
査技師が１人でも行えることから，人員の効率化に繋がる
ことが期待できる．当院では病理医２～３人で全科の標本
を診断しており非常に業務負担が大きかったが，今回
OSNA法を導入することで，病理医の労力や心理的負担を
大幅に軽減することができたと考える．
結　　　語
　当院で行ったOSNA法はこれまでに報告された結果と
同等であった．SLN転移陽性症例に対する腋窩郭清省略の
可能性や予後への影響については現在議論されているとこ
ろであり，今後はOSNA法で診断されたリンパ節転移陽性
例の予後への影響を検討する必要があると考える．OSNA
法の導入により，検査技師や病理医の労力や費やす時間を
大幅に減少できることが示唆された．
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